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La presente invention sc rapporte a une composition de Facteur VIII d'ongine 
plasmatique securisee viralemenL obtenue apres filtration nanometrique, comprenant du 
Facteur von Willebrand (FvW) a un taux inferieur ou egal a 15 % de decameres et 
multimeres superieurs. De telles compositions presentent un facteur de reduction du 
titre des virus su P 6rieur a 4 log et sont done adaptees pour le traitement de 1'hemopluhe. 

Le disponibilite en facteur de coagulation est en depuis un certain temps un probleme de 
sante public. Pour repondre a la demande, les industriels ont developpes des techniques 
de production de facteurs recombinants dont on pensait qu'elles pourraient a terme 
supplanter la fabrication a partir de pool de plasma. Toutefois, les quantity produites 
apparaissent encore insatisfaisante et les investissements pour le development de ces 
produits sont consequents. Pax- ailleurs, une reaction immunitaire contre ces facteurs 
recombinants est observee chez les patients, ce qui implique 1'administration de dye 
elevee pour aboutir a l'effet therapeutique souhaite. Enfin, certains patients ne tolerant 
pas les facteurs recombinants. '.*, 

Ainsi, la production de facteurs de coagulation d'origine plasmatique reste un enjeu 
important. 

Le facteur VIII ou facteur anti-hemophilique est une proteine plasmatique presente en 
faible concentration dans le plasma humain. Ce facteur catalyse les reactions 
biochimiques de la coagulation du sang par augmentation de la vitesse de reason pour 
aboutir a la formation d'un caillot de fibrine hemostatique obtenu a partir du fibrinogene 
soluble soumis a Faction de la thrombine en presence de calcium. Le facteur VIII 
interview dans la cascade de reactions aboutissant a la thrombinoformation qui est 
1-activite enzymatique responsable de la transformation du fibrinogene en fibrine. Le 
point central de la coagulation repose done sur la presence et Factivation du FVIIL 
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Les individus hemophiles, deficients pour le FVIII, sont traites par injection de ces 
FVIII purifies obtenus soit par recombinaison genetique, soit par extraction du plasma 
humain. 

Dans ce dernier cas, des precedes deactivation et/ou d'elimination de virus doivent etre 
appliques afin de proteger les hemophiles soignes par ces concentres de toute infection 
due a des virus transmissibles par le sang ou ses derives : virus des hepatites A, B, C, 
VIH ou parovirus B 1 9. . . . 

Ainsi, un des problemes essentiels lies a la preparation du facteur VIII a partir du 
plasma, reside dans la necessite d'inactiver et/ou d'eliminer des virus originellement 
contenus dans le sang au minimum selon les normes reglementaires tout en conservant 
un rendement optimum en facteur a 1'issue du precede. De nombreuses techniques 
deactivation virale ont ainsi ete developpees telles que le chauffage a sec, la 
pasteurisation, le traitement solvant-detergent. L'ensemble de ces techniques est 
relativement efficace vis-a-vis des virus enveloppes mais l'inactivation ou l'elimination 
des virus nus, notamment des petits virus tels que le parvovirus B19 ou le virus de 
l'hepatite A, constitue un obstacle majeur. 

Des technologies plus recentes utilisent les capacity de retention virale de membranes 
de faible taille de pores. Ces technologies presented effectivenient une efficacite 
notable vis-a-vis de virus de petite taille tels que les parvovirus B19 ou le virus de 
l'hepatite A et peuvent etre appliquees a des proteines de faible poids moleculaire. 
Cependant, les seuils de coupure utilises, qui sont inferieurs a 900 kD, ne perniettent pas 
d'envisager la filtration de proteines ou complexes proteiques de haut poids moleculaire 
comme le facteur VIII sans perte majeure de rendement. 

Le facteur VIII se presente comme un edifice proteique complexe d'une proteine active, 
le FVIII, transports par une proline de haut-poids moleculaire a laquelle le FVIII est 
lie par des liaisons ioniques et hydrophobes. La proteine de haut poids moleculaire est le 



Facteur von Willebrand (FvW) constitue d'un ensemble de monomeres 6Iementaires 
ayant un degre de multimerisation variable conduisant a des structures assembles en 
tetramere jusqu'a des edifices comportant plus de seize monomeres. 

5 Selon les methodes de purification de FVIII mises en ceuvre. le produit final pent 
contenir du FvW a divers degre de multimerisation (METZNER, HERMENTIN et al. - 
Haemophilia (1998), 4 (Suppl. 3), 25-32). 

Or dans notre brevet FR 97 15888, nous avons decrit qu'il est possible de filtrer le 
,0 FVIII plasmatic^ malgre sa taille, tout en retenant des virus de taille superieure ou 
egale a 20 rnn, sur des filtres de porosite d'environ 15 run avec une concentration en 
ions chaotropiques d'au moins 0,2 M. 

Plus recemment, la recherche conduite pour perfectionner ce procede et choisir 
,s differentes natures de materiaux filtrants a fait apparaitre que la taille des pores du filtre 
et les limites techniques peuvent varier selon les fabricants. Ainsi, il est apparu 
n6cessaire de trouver un test rapide et reproductible permettant de verifier que le produit 
final repond bien aux exigences sanitaires. i 



20 



25 



30 



L'assurance de felimination des virus par le moyen de filtres est garantie par des 
methodes de validation effectuees sur le filtre apres passage de solution de FVIII. Ces 
methodes peuvent etre par exemple la mesure de diffusion gazeuse a travers la 
membrane ou, dans le cas de filtres en curophane, la mesure du passage de particules 
d'or colloidal calibrees a travers le filtre. 

Mais aucune methode ne se retere au produit filtie lui-memc pour determiner qu'il a 
subi une filtration capable dc retenir les virus dans des proportions fixees. 

Une analyse plus fine de la composition des multimeres du FVIII avant et apres 
filtration a ete realisee, en meme temps qu'une mesure de la reduction du titre viral 
apportee par la filtration de facteur Vfll. 
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Nous avons trouve de facon surprenante et inattendue que Pappauvrissement en 
multimeres de haut poids moleculaire de FvW mesures dans les filtrats de FVIII est 
correle avec Fefficacite de la retention de virus par le filtre. En outre, nous avons 
decouvert qu'il est possible de filtrer a environ 20 nm grace a la verification de la teneur 
en multimeres. Nous proposons done un nouveau moyen permettant la production a 
haut rendement et la caracterisation du FVIII qui repondent aux exigences d'elimination 
de virus par le filtre nanometrique. 

Description 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention porte sur une composition 
pharmaceutique de facteur VIII d'origine plasmatique dont la securite virale correspond 
a un facteur de reduction superieur a 4 log, ce qui repond aux exigences de securite en 
matiere d'elimination de virus par filtration. La composition de FVIII ainsi securisee est 
caracterisee par un faible taux residuel de FvW de haute multimerisation. 

Plus specifiquement, l'invention conceme une composition de Facteur VIII d'origine 
plasmatique, obtenue apres filtration a travers un filtre nanometrique d'ouverture 
nominate de pores de 15±2 nm a 23±2 nm, caracterisee en ce qu'elle comprend du 
Facteur von Willebrand (FvW) a un taux inferieur ou egal a 15 % de decameres et 
multimeres supdrieurs. Dans cette composition, le facteur de reduction du titre d'un 
virus d'une taille de 27±3 nm est superieur ou egale a 4 log, de preference 5 log, 
avantageusement 6 log compare a la solution avant filtration. 

Cette composition peut se trouver sous la forme d'une solution injectable par voie 
intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanee par exemple. 

L'invention conceme egalement la correlation entre la presence de 15 % au plus de 
decameres et multimeres superieurs de FvW avec un facteur de reduction du titre viral 
d*au moins 4 log. 
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Ainsi, dans un deuxieme aspect, l'invention porte sur un procede pour tester la seeurite 
virale d'une composition de Facteur VIII d'origine plasmatique, ledit procede 
eomprenant une etape eonsistant en la determination du taux residuel de FvW de haute 
5 multimerisation. En particulier, on considerera qu'une composition est securisee 
viralement dans le cas ou 1'on detecte moins de 15% de decameres et multimeres 
superieurs de FvW. 

Dans un aspect compl&nentaire, l'invention porte sur un kit de test permettant de mettre 
10 en ceuvre le procede mentionne ci-dessus eomprenant les reactifs necessaires pour le 
dosage des multimeres de FvW de degre de multimerisation superieur ou egal a 10. 

L'invention porte egalement sur un procede de preparation d'une solution de facteur VIII 
securisee viralement eomprenant une etape de filtration a travers des filtres 

15 nanometriques d'ouverture nominate de pores comprise entre 15±2 nm et 23±2 nm, soit 
un intervaile de 13 nm a 25 nm, une etape de dosage du Facteur von Willebrand (FvW) 
de decameres et multimeres superieurs. L/etape de dosage consiste de preference en une 
verification que le taux de decameres et multimeres superieurs de FvW est inferieur ou 
egal a 15 %. On obtient & Tissue de ce proc£d6 des solutions de facteur VIJ£ dont le 

20 facteur de reduction du titre d'un virus d'une taille de 27±3 nm est superieur on egal a 4 
log, de preference 5 log, avantageusement 6 log. La solution de facteur VIII avant 
filtration comprend de maniere optimale un ion chaotropique., par exemple CaC12, a une 
concentration sup£rieure ou egale a 0.2 M, par exemple 0.25 ou 0.35 M. 

25 L'invention vise egalement l'utilisation d'une composition mentionnee ci-dessus pour 
preparer un medicament destine au traitement des maladies liees a la coagulation 
sanguine, notamment 1'hemophilie. 

Exemple 1: Procede de preparation de FVIII s£curisc par filtration sur filtre 
30 nanomfitrique de 15 nm et verification de la teneur en FvW de multimerisation > 
10. 
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Les virus testes sont des bacteriophages Phi X 174, virus non enveloppes, de diametre 
27 ± 3 nni. 

La culture des vims et leur titrage sont effectues conformement a la norme AFNOR : 
NFT 72-181. 

Le FVIII est recueilli a la sortie de la colonne Toyopearl DEAE et amene a pH 6 ; la 
concentration en CaC12 est portee a 0.35 M. La temperature de la solution et du filtre est 
thermostatee a 35 °C et Iapression de filtration est ajustee a moins de 100 mbar. 
Dans ces conditions, le debit est de 1 .2 1/h par m2. 

Le rendement en FVIII : C est d'environ 70 % par rapport au FVIII : C avant filtration. 
Le tableau 1 donne la repartition des multimeres de FvW. 

FacteurvW Avant filtre Apres filtre 

<pentameres • 41%- 53% 
5 a 9 meres 34 % 34 % 

10 a 15 meres 15% 9% 

16 meres et + 1 1 % 4 % 

Tableau I : Repartition des multimeres (Planova® 15N) 

On constate une diminution significative des decameres/pentadecameres : la repartition 
passe de 15 %a9 %. 

Pour les hexadecameres et plus, la reduction est encore plus importante : elie passe de 
ll%a4%. 



Le titiage des virus PhiX174 demontre une reduction de 6 log a la filtration. 



Esemple 2: Precede de preparation de FVIII securise par filtration sur filtre 
nanometrique de 20 am et verification de la teneur en WW de nmltimerisation > 



10. 



5 La filtration a ete effeetuee sur un filtre de meme nature (cuprophane, Planova) mais de 
' porosite differente (20 a 22 run), une solution de FVIII obtenue comme dans l'exemple 
1 est ajustee a pH 6 et additionnee de CaC12 a 0.45 M. La pression est reglee a 1 7 mbar 
et I'ensemble solution et filtre est tbermostate a 35 °C. 

Dans ces conditions, le debit est de 1.2 1/h par uT et le rendement de FVIII est de 80 % 
10 par rapport au FVIII initial. 

Le tableau II donne la composition des multimeres de FvW. 
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Facteur vW 


Avant filtre 


Apr&s filtre 


< pentameres 


47% 


56% 


5 a 9 meres 


32 % 


34% 


10 a 15 meres 


13% 


10% 


16 meres et + 


1 1 % 


2% 



Tableau II : Repartition des multimeres de FvW (Planova P21). 
20 Les decameres-pentadecameres sont significativement reduits et passent de 13 % a 

10%. 

Les hexadecameres sont drastiquement r6duits de 1 1 % a 2 %. 
Le facteur de reduction du titre viral est de 4.3 log. 

25 Exemple 3 : Filtration a haute pression et a travers une porosite d'environ 20 nm 

Dans le but d'examiner la performance du filtre Planova P21 dans des conditions de 
pression plus elevees et a temperature ambiante, la solution de FVIII est ajustee a pH 6 
et la concentration en CaCl2 est amenee a 0.35 M. La temperature est de 22 °C et la 
30 pression est ajustee a 400 mbar. 
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Dans ces conditions, la vitessc de filtration atteint 51/h par m2 et le rendement 
Facteur VIIT est de 64 % par rapport au produit de depart. 
Le tableau III donne la composition en multimeres de FvW. 



Multimeres FvW Avant filtre Apres filtre 

< 5 meres 44 % 50 % 

5 a 9 meres 34 % 35 % 

10 a 15 meres 13% 8% 

16 meres et + 10 % 7 % 



Tableau III : Repartition des multimeres de FvW (Planova P21 a pression elevee) 

Les decameres-pentadecameres sont reduits de 13 % a 8 %. 
Les hexadecameres et plus sont reduits de 10% a 7 %. 
Le facteur de reduction du titre viral est de 6.1 log. 

Exemple 4: test sur filtre de type polysulfone 20 nm a haute pression. 

Dans le but de valider un autre type de filtre, un essai de filtration de FVin a ete 
effectue sur un filtre type polysulfone DV20 (Pall). Ce type de filtre admet des 
pressions plus elevees que les filtres cuprophane. Ainsi 1 'exemple n° 3 a ete mis en 
place pour evaluer le comportement du filtre cuprophane a pression plus elevee, de 
facon a recueillir des observations dans des conditions approchantes. 

La solution de FVIII est amenee a pH6 en presence de CaC12 a 0.35 M. La solution et le 
filtre sont thermostates a 35°C. La pression necessaire a la mise en oeuvre du filtre est de 
950 mbar. Dans ces conditions, le debit moyen s'6tablit a 7\/h par m2. 
Le rendement en Facteur VIII est de 70 % par rapport au FVIII initial. 
Le tableau IV donne la composition en multimeres de FvW. 
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Multi meres FvW Avant filtre Apres filtre 

< 5 meres 35 % 53 % 

5 a 9 meres 38 % 30 % 

10 a 15 meres 27% 12% 

16 meres et+ 10% 6% 



Tableau IV : Repartition des multimeres de FvW (DV20 PalL polysulfone) 
Les hexadecameres subisseat une reduction drastique de 10 % a 6 %. 

10 

Cependant, la reduction du titre viral n'est que de 2.1 log ce qui est nettement en 
dessous de la norme fixee par les autorites r^glementaires (> 4 log) pour demontrer 
Tefficacite d'un proeede d'eiimination de virus, en vue de reduire la charge virale 
potentielle d^un produit deriv6 du plasma humain. 

15 

Conclusion 

Le tableau V reprend la somme des valeurs des multimeres a partir du decamere, on 
constate que : lorsque la somme decameres et multimeres sup6rieurs de FvW qst au plus 
20 egale a 15 %, la reduction du titre viral est toujours > 4 log. 

En revanche, si cette somme depasse 16 %, la reduction du titre viral est inferieure a 4 
log. 

25 Cette correlation entre multimeres d'ordre 10 et plus de FvW et presence de virus est 
probablement liee a des phenomenes de passage a travers ces filtres selon les conditions 
de filtration, la porosite, la nature des materiaux filtrants, la texture du filtre, la 
geometrie des pores. Tous ces parametres peuvent avoir une influence sur la retention 
ou la non- retention de virus. Les tests appliques au filtre donnent, apres utilisation, une 

30 indication de son efficacite, mais c'est seulement dans le cas de Pinvention que le 
produit filtre, le Facteur VIII accompagne de multimeres FVII1 caracterises selon leur 
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degre de multimerisation que l'assurance d'une filtration efficace pour la retention d & 
virus peut etre donnee. 

L'efficacite de retention virale > 4 log est alors reiiee a la distribution de multimeres de 
FvW dans le filtrat d'au plus 15 % de multimeres de degre de multimerisation > 10. 
Ces donnees sont resumees dans le tableau V : 

Exemplel Exemple 2 Exemple3 Exemple4 

Avant Apres Avant Apres Avant Apres Avant Apres 

Multimeres 10-15 15% 9% 13% 10% 13% 8% 27% 12% 

Multimeres 16 et + 1 1 % 4 % 10 % 2 % 10 % 7 % 10 % 6 % 

Total 26 % 13 % 23 % 12 % 23 % 15 % 37 % 18 % 

Facteur de reduction 

viral (log) 6.0 4.3 6.1 2.1 

Tableau V : Correlation entre le facteur de Reduction (Rf) viral et la composition en 
multimeres FvW > 10 meres. 



II 

REVENDICATIONS 

5 I. Composition de Factear VIII d'origine plasmatique securise viralement, caracterisee 
en ce qu'elle obtenue apres filtration a travers un filtre nanomelrique d'ouverture 
nominale de pores de 15±2 run a 23±2 nm et en ce qu'elle comprend du Facteur von 
Willebrand (FvW) a un taux inferieur ou egal a 15 % de decameres et multimeres 
superieurs. 

10 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que le facteur de reduction 
du titre d'un virus d'une taille de 27±3 nm est superieur ou egale a 4 log, de preference 
5 log, avantageusement 6 log compare a la solution avant filtration. 

15 3. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications ! et 2 se trouvant sous la 
forme d'une solution injectable par voie intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanee. 

4. Procede pour tester la securite virale d f une composition de Facteur VIII d'origine 
plasmatique obtenue par filtration nanometrique, comprenant une etape consistant en la 

20 determination du taux residuel de FvW de haute multimerisation. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la detection de moins de 1 5% 
de decameres et multimeres superieurs de FvW apres filtration nanometrique indique 
que ladite composition est securisee viralement. 

25 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que la detection de moins de 15% 
de d£cam£res et multimeres superieurs de FvW est correlee avec un facteur de reduction 
du titre viral d^au moins 4 log. 



30 
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7. Kit de test permettant de mettre en ceuvre le precede selon l'une des revendications 4 
a 6 comprenant les reactifs necessaires pour le dosage des multimeres de FvW de degre 
de multimerisation superieur ou egale a 1 0. 

8. Procede de preparation d'une solution de facteur Vin securisee viralement 
comprenant une etape de filtration a travers des filtres nanometriques d'ouverture 
nominale de pores comprise entre 15±2 nm et 23±2 nm, une etape de dosage du Facteur 
von Willebrand (FvW) de decameres et multimeres superieurs. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que l'etape de dosage consiste en 
une verification que le taux de decameres et multimeres superieurs de FvW est inferieur 
ouegala 15 %. 



10. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce qu'un taux de decameres et 
multimeres superieurs de FvW inferieur ou egal a 15 % indique que le facteur de 
reduction du titre d un virus d'une taille de 27±3 nm est superieur ou egale a 4 log, de 
preference 5 log ou 6 log. 

11. Utilisation d'une composition selon l'une des revendications 1 a 3 ou d'une solution 
de facteur VIII obtenue par le procede selon l'une des revendications 8 a 10 pour 
preparer un medicament destine au traitement des maladies liees a la coagulation 
sanguine, notamment I'hemophilie. 
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7. Precede de preparation chine solution de facteur VIII securisee viralement 
comprenant une etape de filtration a travers des filtres nanometriques d'ouverture 
nominale de pores comprise entre 15±2 nm et 23±2 nm, une etape de dosage du Facteur 
von Willebrand (FvW) de decameres et multimeres superieurs. 

8. Precede seton la revendication 7, caracterise en ce que l*6tape de dosage consiste en 
une verification que le taux de decameres et multimeres superieurs de FvW est inferieur 
ou6galal5%. 

9. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'un taux de decameres et 
multimeres superieurs de FvW inferieur ou egal a 15 % indique que le facteur de 
reduction du titre d'un virus d'une taille de 27±3 nm est sup6rieur ou egale a 4 log, de 
preference 5 log ou 6 log. 

10. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 a 3 ou d'une solution 
de facteur VIII obtenue par le procede selon Tune des revendications 7 a 9 pour preparer 
un medicament destine au traitement des maladies liees a la coagulation sanguine, 
notamment rhemophilie. 
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